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Beschreibung 

interleukin-2, im folgenden IL-2, wirkt als T-Zellwachstumsfaktor. IL-2 verstarkt die Aktivitat von "Killer"- 
Zellen wie NK (Natural Killer)-Zellen, zytotoxischen T-Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer)-Zellen. 
5 Granul02yten-Makrophagen-"Colony Stimulating "-Faktor, im folgenden GM-CSF, hingegen stimuliert die 
Granulozyten-und Makrophagenbildung aus hamatopoetischen Vorlauferzellen. Die Kombination der beiden 
biologlschen Aktivitaten ist fur die Tumorbehandlung mit und ohne Zytostatikagabe interessant. IL-2 und 
GM-CSF sind jedoch unterschiedlich stabit, was zu Problemen bei der direkten Verabreichung der beiden 
Komponenten und somit zu einer Verminderung des therapeutlschen Erfolges fuhren kann. 
70 Das Problem der unterschiedlichen Stabilitat kann erfindungsgem^S dadurch gelost werden. daB man 
diese beiden Proteine zu einem bifunktionellen Protein verknUpft. 

Es wurden bereits Fuslonsproteine der allgemeinen Fomnel 

»5 Met - X - Y - Z Oder Met - Z - Y - X 

(la) (lb) 

20 zur gentechnischen Herstellung von gegebenenfalls modifiziertem GM-CSF vorgeschlagen, in denen X im 
wesentlichen die Aminosaurefolge der ersten etwa 100 Aminosauren von vorzugsweise menschlichem IL-2 
bedeutet, Y eine direkte Bindung bedeutet, falls die zum gewUnschten Protein benachbarte Aminosaure 
Oder Aminosaurenfolge eine Abspaltung des gewunschten Proteins ermoglicht, oder andernfalls ein Bruk- 
kenglied aus einer oder mehreren genetisch codierbaren Aminosauren, das die Abspaltung ermoglicht, und 

25 Z eine Sequenz aus genetisch codierbaren Aminosauren ist, die das gewGnschte GM-CSF-Protein darstellt. 
Man kann hierbei auch die fur IL-2 codierende DNA-Sequenz - mehr oder weniger - bis zum Ende nutzen 
und so - gegebenenfalls modifiziertes - biologisch aktives IL-2 als "Nebenprodukt" erzeugen (nicht 
vorveroffentlichte EuropSische Patentanmeldung mit der Veroffentlichungsnummer (EP-A) 0 228 018 bzw. 
Sudafrikanisches Patent 86/9557). 

30 Im Gegensatz zu dem frUheren Vorschlag bezieht sich die Erfindung nicht auf die Verwendung der 
Proteine als Zwischenprodukt. sondern auf die Anwendung In Verfahren zur therapeutlschen Behandlung 
des menschlichen Korpers bzw. auf Arzneimittel, die solche Fusionsproteine enthalten oder aus solchen 
Fusionsproteinen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung dieser Fusionsprotei- 
ne zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung maiigner Neubildungen. 

35 Das erfindungsgema/3 eingesetzte Fusionsprotein besteht also aus zwei biologisch aktiven Komponen- 
ten, und zwar einerseits aus einem IL-2-Anteil, der in an sich bekannter Weise modifiziert sein kann. und 
andererseits aus einem GM-CSF-Anteil, der ebenfalls modifiziert sein kann, und gegebenenfalls einem 
Bruckenglied entsprechend der Definition Y in den vorstehend angegebenen Formeln. Vorzugsweise 
entsprlcht die Anordnung der beiden Komponenten der Fomnel I a. Das erflndungsgemade Prinzip kann 

40 auch zur Herstellung anderer neuartiger bifunktioneller Proteine dienen. 

Die Rgur zeigt die Konstruktion des Plasmids pB30, das fur ein erfindungsgemafies bifunktionelles 
Protein codlert. 

Modifikationen des IL-2-MolekUls sind bekannt. wobei hier beispielhaft nur auf die EP-A 0 091 539, 0 
109 748, 0 118 617, 0 136 489 und 0 163 249 verwiesen sein soil. 
45 Weiterhin wurde in der nicht vorveroffentlichten EP-A 0 219 839 ein IL-2-Derivat vorgeschlagen. bei 
dem N-terminal die ersten sieben Aminosauren deletiert sind. 

Modifikationen des GM-CSF-MolekGIs wurden in der EP-A 0 228 018 vorgeschlagen. 
Weitere Abwandlungen der beiden aktiven Molekulanteile k5nnen in an sich bekannter Weise verge- 
nommen werden, wobei hier beispielhaft nur die spezifische Mutagenese erwahnt sei. 
50 Das Bruckenglied Y hat vorteilhaft die Formel II 

- Asp - (As)x - Pro - (II) 

in der x eine ganze Zahl bis zu etwa 20 und As eine beliebige, genetisch codierbare AminosSure mit 
55 Ausnahme von Cystein bedeuten. 

Vorteilhaft Ist in der Fomnel II am linken Ende der IL-2-Anteil und folglich am rechten Ende der GM- 
CSF-Anteil angeordnet. 

Besonders bevorzugte Ausgestaltungen von Y weisen die Aminosaurenfolge 
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-Asp-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp-Pro- Oder 
-Asp-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Leu-Glu-Glu-Leu-Thr-lle-Asp-Asp-Pro- 

auf. wobei ebenfalls vorzugsweise der IL-2-Anteil am linken Ende und der GM-CSF-Anteil am rechten Ende 
angeordnet sind. 

5 Die Expression der erfindungsgemaBen bifunktionellen Protelne kann in an sich bekannter Welse 
erfolgen. In bakterlellen Expressionssystemen kann der Weg der DIrektexpression eingeschlagen werden. 
Hierfur eignen sich alle bekannten Wirts-Vektor-Systeme mit Wirten wie Bakterien der Arten Streptomyces, 
B. subtills, Salmonella typhimurium Oder Serratia marcescens. Insbesondere E. coll. 

Die DNA-Sequenz, die fur das gewunschte Protein codiert, wird in bekannter Weise in einen Vektor 
10 eingebaut, der In dem gewahlten Expressionssystem eine gute Expression gewahrlelstet. 

Hierbel w3hlt man zweckm36lg den Promotor und Operator aus der Gruppe trp, lac, tac, Pl oder Pr des 
Phagen X, hsp, omp oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispielsweise in der deutschen Offenle- 
gungsschrlft 34 30 683 bzw. in der EP-A 0 173 149 beschrieben sind. Vorteilhaft ist die tac-Promotor- 
Operator-Sequenz, die Inzwischen handelsublich ist (z. B. Expressionsvektor pKK223-3, Pharmacia, 
75 "Molecular Biologicals, Chemicals and Equipment for Molecular Biology", 1984, S. 63). 

Bel der Expression des erfindungsgemMiSen Proteins kann es sich als zweckm^fiig erweisen, einzelne 
Tripletts der ersten Aminosauren nach dem ATG-Start-Codon zu verandern, um eine eventuelle Basenpaa- 
rung auf der Ebene der mRNA zu verhindern. Solche Veranderungen wie Deletionen oder Additionen 
einzelner Aminosauren sind dem Fachmann gelaufig und ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 
20 Fur die Expression in Hefen - bevorzugt S. cerevisiae -verwendet man zweckma^ig ein Sekretionssy- 
stem, beispielsweise die heterologe Expression Uber das a-Faktor-System, das mehrfach beschrieben ist. 

FUr die Expression des bifunktionellen Molekuls in Hefe ist es vorteilhaft, wenn In dem bifunktionellen 
Protein dibasische Peptidsequenzen sowie Glykosylierungsstellen durch entsprechenden Austausch einzel- 
nen Aminosauren zerstort werden. Hierbei ergeben sich viele Kombinationsmoglichkeiten. die auch die 
25 biologische WIrkung beeinflussen k5nnen. 

Die Expression von IL-2 In Hefe ist aus der EP-A 0 142 268 bekannt, von GM-CSF aus der EP-A 0 188 

350. 

Die Verabreichung der erfindungsgem36en bifunktionellen Protelne entspricht derjenigen der t>eiden 
Komponenten. Wegen der groBeren Stabilitat ist jedoch in vielen Fallen eine geringere Dosierung moglich, 
30 die sich im unteren Bereich der bisher vorgeschlagenen Dosierungen halt 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher eriautert. Prozentangaben und Relationen 
beziehen sich auf das Gewicht, sofem keine anderen Angaben gemacht sind. 

Beispiel 1 

35 

Das Plasmid pi 59/6 (EP-A2 0 1 63 249, Figur 5; (1) in der vorliegenden Figur) enthSIt zwischen einer 
EcoRI- und einer Sall-Schnittstelle ein synthetisches, fur IL-2 codierendes Gen. Die DNA-Sequenz fur 
dieses Gen ist in der genannten EP-A2 als "DNA-Sequenz 1" wiedergegeben. Im Bereich der Tripletts 127 
und 128 befindet sich eine Taql-Schnlttstelie. Aus diesem Plasmid wird durch Schneiden mit EcoRI und 
40 TaqI die IL-2-Teilsequenz (2) herausgeschnitten und isoliert. 

Aus der EP-A2 0 183 350 ist das Plasmid pHG23 (3) bekannt, das fur GM-CSF codiert. Die GM-CSF- 
cDNA ist In Rgur 2 dieser EP-A2 wiedergegeben. Das Plasmid pHG23 wird erhaften, wenn man die cDNA- 
Sequenz In die Pstl-Schnittstelle von pBR322 einbaut, wobei einerseits von der Pstl-Schnittstelle beim 5' - 
Ende und andereseits von einer durch GC-"Tailing" eingefuhrten Pstl-Stelle am 3'-Ende Gebrauch gemacht 
45 wird. Aus diesem Plasmid wird durch Schneiden mit SfaNI und PstI die DNA-sequenz (4) Isoliert, die den 
groBen Teil des GM-CSF-Gens enthalt. 

Nach der Phosphit-Methode wird das folgende Oligonukleotid (5) synthetislert: 
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He 


He 


Ser 


Thr 


Leu 


Asp 


Pro 
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TCT 
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TAG 


TAG 


AGA 


TGG 


GAG 


CTG 


GQC 


(TaqI) 














Thr 


Thr 


Typ 


Ala 


Asp 
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Pro 
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ACQ 


TAT 


GCG 


GAG 


GAT 


CCG 


TGG 


TGG 


ATA 


CGC 


CTG 


CTA 


GGC 



(5) 



Met He 
ATG ATC 
TAG TAG 

JO 12 

(Ala) (Pro) 
GC 

- CGT GGG 

(SfaNI) 

Das Oligonukleotid (5) erganzt am 5'-Ende die DNA-Sequenz von IL-2. wobei jedoch in Position 133 
20 anstelle von Thr Asp steht. Am 3'-Ende dieses Oligonukleotids finden sich die Nukleotide, die durch 
Schneiden mit SfaNI aus der cDNA weggefallen sind. 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEWIOOO (6) ist in der (nicht vorveroffentlicliten) EP-A 0 227 
938 vorgeschlagen (Rg. 1). Dieses Plasmid ist ein Derivat des Plasmids ptac 11 (Amann et a!., Gene 25 
(1983) 167 - 178). bei dem in die Erkennungsstelie fur EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut wurde, 
25 die eine Sall-Schnittstelle enthSIt Man erhSIt so das Expressionsplasmid pKK 177.3. Durcli Insertion des 
lac-Repressors (Farabaugh, Nature 274 (1978) 765 - 769) erhalt man das Plasmid pJF118. Dieses wird an 
der singularen Restriktionnschnittstelle fur Aval geoffnet und in bekannter Weise durch Exonuklease- 
Behandlung urn etwa 1000 bp verkQrzt und ligiert. Man erhSIt das Plasmid pEWIOOO (6). Durch Offnen 
dieses Plasmids im Polylinker mit den Enzymen EcoRI und PstI erhalt man das linearisierte Expressions- 
30 plasmid (7). 

Diese linearisierte Piasmld-DNA (7) wird nun mit dem DNA-Fragment (2), das fOr die IL-2-Sequenz 
codiert, mit dem synthetischen Oligonukleotid (5) und mit dem cDNA-Fragment (4) ligiert. Es entsteht das 
Plasmid pB30 (8), das in den E. coli-Stamm Mc1061 transformiert wird. Die Plasmid-DNA einzelner Klone 
wird isoliert und durch Restriktionsanalyse charakterlsiert. 



Beispiel 2 

Setzt man im Beispiel 1 anstelle des Oligonukleotids (5) das folgende synthetische Oligonukleotid 

128 (133) 
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Thr 


He 


Asp 


Asp 


Pro 
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^ CTA 
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GGC 
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GGG 



55 



(SfaNI) 

ein, so erhalt man das Plasmid pB31 . 
Beispiel 3 
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Kompetente Zellen des E. coli-Stammes W3110 werden mit dem Plasmid pB30 oder pB31 transfor- 
miert. Bne Ubemachtkultur des Stammes wird mIt LB-Medium (J.H. MHIer, Experiments In Molec. Gen., 
Cold Spring Harbor Lab., 1972), das 50 ug/nn! Ampiclllin enthSIt, im VerhSltnis von etwa 1:100 verdQnnt und 
das Wachstum uber OD-Messung verfolgt. Bel OD = 0,5 wird die Kultur auf eine Konzentration von 2mM 
5 Isopropyl-^-D-thiogalactopyranosId (IPTG) eingestellt und die Bakterlen werden nach 150 - 180 Mlnuten 
abzentrlfugiert. Die Bakterlen werden ca. 5 Mlnuten In einer Puffermischung {7M Harnstoff, 0,1 % SDS, 0. 
IM Natriumphosphat, pH 7.0) behandelt und Proben auf eine SDS-Polyacrylamid-Gelelelrtrophoreseplatte 
aufgetragen. Die Expression des bifunktionellen Proteins wird so i^estatigt. 

Die angegebenen Bedingungen gelten fur Schuttelkulturen; bel groBeren Fermentationen sind entspre- 
70 chend veranderte OD-Werte, Nahrmedlen und variierte IPTG-Konzentrationen zweckmaBig. 

Belspiel 4 

Nach Induktion werden E. coli W3110-Zellen. die das Plasmid pBSO Oder pB31 enthalten. abzentrifu- 

75 glert, In Natrlumphosphatpuffer (pH 7) resuspendiert und erneut abzentrlfugiert. Die Bakterlen werden in 
dem gleichen Puffer aufgenommen und anschlieflend aufgeschlossen (French Press. ®Dyno-Muhle). Der 
ZellaufschluB wird abzentrlfugiert. Oberstand und Sediment werden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro- 
phorese wie im Belspiel 3 beschrieben analysiert. Nach Anfarben der Proteinbanden zeigt sich, daB das 
bifunktlonelle Protein Im Sediment des Aufschlusses gefunden wird. Das Sediment wird mehrmals mIt 

20 chaotropen Puffem und zuletzt mit Wasser gewaschen, wobei das gewunschte Protein weiter angereichert 
wird. In der wafirigen Proteinsuspension wird anschliefiend die Proteinkonzentration bestimmt. Die Suspen- 
sion wird nun auf eine Konzentration von 5M Guanidiniumhydrochlorid und 2 mM Dithiothreltol (DTT) 
eingestellt. Das Gemlsch wird ca. 30 Mlnuten unter Stickstoff geruhrt und anschlleBend mit 50 mM Tris- 
Puffer (pH 8.5) so verdunnt, dafl die Proteinkonzentration 100 ug/ml ergibt Nun wird gegen diesen Tris- 

25 Puffer dialysiert und nach 2-maligem Puffenrtrechsel gegen Wasser dialysiert. Das so behandeite Protein 
wird steril filtriert und auf seine biologische Aktlvitat uberpruft. Es zeigt sowohl im lnterleukln-2-abhangigen 
CTLL 2-Zellproliferationstest als auch Im humanen Knochenmarkstest voile biologische Wirkung. Gemischte 
Kolonien aus Granulozyten und Makrophagen werden dabei beobachtet 

Das bifunktlonelle Protein kann uber lnterIeukin-2-spezlflsche Affinltatschromatographle weiter gereinlgt 

30 werden. Das Protein ist auch dann In beiden Tests aktiv. Ein E. coli-Extrakt des nichttransformlerten 
Stammes W3110. der wie beschrieben behandelt wurde. zeigt dagegen keine Aktlvitat. 

Fur die technische Herstellung des Produktes sind andere Bedingungen zweckmafiig, beispielswelse fur 
die Faltung des Proteins und seine Reinlgung. Als - an sich bekannte -Reinigungsverfahren kommen 
lonentausch, Adsorption, Getfiltration und preparative HPLC-Chromatographie In Betracht 

35 

PatentansprUche 

PatentansprUche fUr folgende Yertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Bifunktlonelle Protelne. bestehend aus einem biologisch aktlven lnterleukin-2 (IL-2)- und Granulozyten- 
40 Makrophagen-"Colony Stimulating "-Faktor (GM-CSF)-Anteil, zur Anwendung als Arzneimittel. 

2. Bifunktlonelle Protelne mit einem biologisch aktlven IL-2- und GM-CSF-Anteil, dadurch gekennzeichnet, 
daB die beiden biologisch aktlven Protein-Anteile Uber eine BrQcke aus 1 bis etwa 20 genetisch 
codierbaren Aminosauren verknupft sind. 

45 

3. Protein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die BrQcke der Formel (II) 
- Asp - (As)x - Pro - (II) 

50 entspricht, wobei x eine ganze Zahl von 1 bis 18 bedeutet und As eine genetisch codierbare 
AminosSure mit Ausnahme von Cys ist. 

4. Protein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das BrUckenglled (As)x die AminosMurenfolge 

55 
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-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 

-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Leu-Qlu-Qlu-Leu-Thr-Ile-Asp-Asp- 

10 bedeutet. 

5. Protein nach einem cxJer mehreren der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl N-terminal der 
IL-2-Anteil und C-terminal der GM-CSF-Anteil angeordnet ist. 

75 8. Verfaliren zur Herstellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch 1 bis 5, dadurcin geltennzeich- 
net 6aB man ein fOr diese Proteine codierendes Gen konstruiert und in einer Wirtszefle exprimiert. 

7. Arzneimittel, bestehend aus einem Protein nach Anspruch 1 bis 5, gegebenenfalls in Kombination mit 
einem pharmakologisch geeigneten TrSger 

20 

8. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 bis 5 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
maligner Neubildungen. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

25 

1. Verfahren zur Herstellung von bifuntionellen Proteinen bestehend aus einem biologisch aktiven 
lnterleukin-2 (IL-2)- und Granulozyten-Makrophagen-"Colony Stimulating "-Faktor (GM-CSF)-Anteil, wo- 
bei die beiden biologisch aktiven Protein-Anteile uber eine Brucke aus 1 bis etwa 20 genetisch 
codierbaren Aminosauren verknupft sind, dadurch gekennzeichnet daB man ein fQr diese Proteine 

30 codierendes Gen konstruiert und in einer Wirtszelle exprimiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Brucke der Formet 
- Asp - (As)x - Pro - 

35 

entspricht. wobei x eine ganze Zahl von 1 bis 18 bedeutet und As eine genetisch codierbare 
AminosMure mit Ausnahme von Cys Ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 6aB das BrUckenglled (As)x die AminosSurenfol- 
40 ge 

-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 
^ Oder 

-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Typ-Leu-Glu-Qlu-Leu-Thr-Ile-Asp-Asp- 

50 

bedeutet. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden AnsprUche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB N-terminal der IL-2-Antell und C-termlnal der GM-CSF-Anteil angeordnet ist. 

55 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 
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1. A bifunctional protein composed of a biologically active interleukin-2 (IL-2) constituent and granulocyte 
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) constituent, for use as medicament. 

2. A bifunctional protein having a biologically active IL-2 constituent and GM-CSF constituent, wherein the 
two biologically active protein constituents are linked via a bridge composed of 1 to about 20 
genetically encodable amino acids. 

3- A protein as claimed in claim 2, wherein the bridge corresponds to the formula (II) 

- Asp - (aa^K - Pro - (II) 

X denoting an integer from 1 to 18, and aa being a genetically encodable amino acid with the exception 
of Cys. 

4. A protein as claimed in claim 3, wherein the bridging member (aa)x denotes the amino acid sequence 



•Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 

or 

-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Leu-Glu-Glu-Leu-Thr-Ile-Asp-Asp-. 



5. A protein as claimed in one or more of claims 2 to 4. wherein the IL-2 constituent is arranged N- 
terminal and the GM-CSF constituent is arranged C-temninal. 

6. A process for the preparation of bifunctional proteins as claimed in any of claims 1 to 5. which 
comprises construction, and expression in a host cell, of a gene coding for these proteins. 

7. A medicament composed of a protein as claimed in any of claims 1 to 5, where appropriate combined 
with a pharmacologically suitable vehicle. 

8. The use of a protein as claimed in any of claims 1 to 5 for the preparation of a medicament for the 
treatment of malignant neoplasms. 

Claims for the following Contracting States : ES, GR 

1. A process for the preparation of bifunctional proteins composed of a biologically active interleukin-2 (IL- 
2) constituent and granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) constituent, where the 
two biologically active protein constituents are linked via a bridge composed of 1 to about 20 
genetically encodable amino acids which comprises construction, and expression in a host cell, of a 
gene coding for these proteins. 

2. The process as claimed In claim 1, wherein the bridge corresponds to the formula 
- Asp - (aa)x - Pro - 

x denoting an integer from 1 to 18, and aa being a genetically encodable amino acid with the exception 
of Cys. 

3. The process as claimed in claim 2, wherein the bridging member (aa)x denotes the amino acid 
sequence 
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-Pro-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 

or 

5 -Pro~Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Leu-Glu-Glu-Leu-Thr-Ile-Asp-Asp-. 

4. The process as claimed in one or nnore of the preceding claims 2 to 4. wherein the IL-2 constituent is 
10 arranged N-terminal and the GM-CSF constituent is arranged C-terminal. 

Revendicatlons 

Revendicatlons pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

75 1. Proteines bifonctionnelles, constitutes d'une fraction biologiquement active d'interleukine-2 (IL-2) et de 
facteur de stimulation de colonies de macrophages granulocytes (GM-CSF), pour Tutilisation en tant 
que medicament. 

2. Proteines bifonctionnelles ayant une fraction biologiquement active d'IL-2 et de GM-CSF, caracttrisSes 
20 en ce que les deux fractions prottiques biologiquement actives sont relives par un pont compost de 1 

a 20 aminoacides codables par voie gtnetique. 

3. Prottine selon la revendication 2. caracttriste en ce que le pont correspond h la fomnule (II) 

25 - Asp - (As)k - Pro - (II). 

X representant un nombre entier allant de 1 a 18 et As ttant un aminoacide codable par voie gtnetique. 
i I'exception de Cys. 

30 4. Proteine selon la revendication 3, caracttriste en ce que Teltment de pont (As)x represente ia 
sequence d'aminoacides 
-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 
ou 

-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Leu-Glu-Glu-Leu-Thr-lle-Asp-Asp-. 

35 

5. Prottine selon une ou plusieurs des revendications 2^4, caracttriste en ce que la fraction d'IL-2 est 
placte en position N-terminale et ta fraction de GM-CSF est placte en position C-terminale. 

6. Proctdt pour preparer des prottines bifonctionnelles selon les revendications ^ k 5, caracttrise en ce 
40 que Ton construit un gene codant pour ces prottines et on Texprime dans une cellule-hdte. 

7. Medicament, constltut d'une prottine selon les revendications 1 it 5, tventuellement combint h un 
vthicule pharmacologiquement approprit. 

45 8. Utilisation d'une prottine selon les revendications 1^5 pour ia fabrication d'un medicament destint au 
traitement de neoformations malignes. 

Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

50 1. Proc6d4 pour preparer des proteines bifonctionnelles, constitutes d'une fraction biologiquement active 
d'interleukine-2 (IL-2) et de facteur de stimulation de colonies de macrophages granulocytes (GM-CSF), 
les deux fractions prottiques biologiquement actives ttant relives par un pont compost de 1 ^ 20 
aminoacides codables par voie gtnttique, caracttrist en ce que Ton construit un g&ne codant pour ces 
prottines et on I'exprime dans une cellule-hdte. 

55 

2. Proced§ selon la revendication 1 , caracterist en ce que le pont correspond a la formule (II) 
- Asp - (As)x - Pro - (II). 

8 
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X representant un nombre entier allant de 1 a 18 et As etant un aminoacide ccwjable par voie genetlque, 
k Texception de Cys. 

5 a ProcedS selon la revendication 2, caract6risg en ce que ^element de pont (As)x repr^sente la sequence 
d'amlnoacides 

-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Ala-Asp-Asp- 
ou 

-Pro-Met-lle-Thr-Thr-Tyr-Leu-Glu-Glu-Leu-Thr-lle-Asp-Asp-. 

70 

4. Proc666 selon une ou plusieurs des revendications 1 k 3, caract^ris^ en ce que la fraction d'IL-2 est 
plac^e en position N-terminale et la fraction de GM-CSF est plac^e en position C-terminale. 

T5 
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128 (133) 1 2 

He lie Ser Thr Leu Asp Pro Met lie Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Pro (Ala) (Pro) 

C6 ATC Arc TCI ACC CT6 6AC CC6 AT6 ATC ACC ACC TAT GC6 6AC GAT CC6 GC 

TAG TAG AGA TGG 6AC CT6 6GC TAC TAG TG6 T66 ATA IXC CTG CTA GGC C6T GGG 

(TaqI) ,c) (SfoNI) 

TEcoRI ' ' 

Smal.XmoI 



SaU,Accl. Hindi 




